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ヒト膀胱癌由来培養細胞株 KK-47 に対する

抗癌剤と温熱の併用殺細胞効果

金沢大学医学部泌尿器科学教室(主 任:久 住治男教授)

新田 政博,久 住 治男,中 嶋 和喜

COMBINED CELL KILLING EFFECTS OF ANTICANCER 

    DRUGS AND HYPERTHERMIA IN VITRO

Masahiro NrrrA, Haruo HISAZUMI and Kazuyoshi NAKAJIMA 

From the Department of Urology, School of Medicine, Kanazawa University 
                 (Director: Prof. H. Hisazumi)

   Using an in vitro colony forming assay system, cytotoxic effects of anticancer drugs,  adriamy-
cin (ADM) and peplomycin (PEP), and the combined effect of hyperthermia and anticancer 
drugs on cultivated KK-47 cells were investigated. From the response curves obtained at 42 and 
43°C hyperthermia, 20% growth inhibition time (IT20) at 42 and 43°C hyperthermia and 50% 

growth inhibition time (IT50) at 43°C were calculated. The IT 20 and IT 50 hyperthermia were 
combined with u 2-hour treatment of each of the anticancer drugs. When the hyperthermia was 
combined with various concentrations of ADM ranging from 0.005 to 0.1 ug/ml, enhanced cell 
killing effects were obtained at the concentrations of less than 0.02 pg/ml of ADM, whereas, there 
was no increase in cell killing effect at the concentrations of more than 0.05 pg/ml of ADM. The 
combination of hyperfhermia with PEP considerably enhanced the cell killing effects with an in-
crease of PEP concentration. 

                                                  (Acta Urol. Jpn. 34: 1525-1528, 1988)
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緒 言

癌集学的治療法の一つとして,最 近にな り温熱療法

が注目されている1).癌 温熱療法においては温熱単独

の抗腫瘍効果は比較的小さいとされ,従 来より放射線

療法との併用が基礎および臨床の両面より研究されて

きた.し かし,放 射線併用温熱療法は局所療法の一つ

である一方,悪 性腫瘍は全身疾患で,特 に温熱療法の

対象となる癌患者には遠隔転移を有する場合も多く,

化学療法などの全身療法との併用が考慮されるぺきで

あろう.今 回われわれは,従 来 よ り癌温熱療法と良

好な併用効果を有す ると報告 されて きたadr五amy-

cin2》(ADM)お よびpeplomycin3)(PEP)の2剤

の殺細胞効果と,42℃ もしくは43℃ 加温の併用に

よる殺細胞効果をヒト膀 胱癌由来培養細胞株KK-

474・s)を用 い,コ ロニー形成法にて検討したのでその

成績を報告する.

実験材料および実験方法

1.培 養細 胞 お よび培 養 方 法

KK-47細 胞 は20%calfserum(Microbiologi・

cai-Associates,Md,USA)と 抗 生物 質 と してkana-

mycinsulfate5099/m1を 含有 した80%HamF-12

培 地(日 水 製 薬(株)東 京)か らな るFC-20培 養液 を

用 い,37℃ に て 閉鎖 培 養 した も の を 実験 に 供 した.

2.細 胞 の 温 熱感 受 性

温 熱処 理 の 方 法 は従 来 の報 告6・7)と 同 様 で,対 数増

殖 期 に あ るKK-47細 胞 の単 個 細 胞 浮遊 液 を作 成 し,

Fa20を 用 い て300細 胞/m1の 細 胞 浮 遊 液 に調 整 した.

この 細 胞浮 遊 液 を5mlず つ ポ リエ チ レ ン製 短試 験 管

に分 注 し,こ れ らを37,42,お よび43℃ に 温度 設 定

した 恒 温水 槽,Dx-80(温 度 誤 差 ±O.08。q大 洋科 学

工 業KK,東 京)に 浸 す こ とに よ り,加 温 を 行 った.

経 時 的 に試 験 管 を取 り出 し,pipettingに よ り細 胞 を

遊離 した 後,Falcon製tissueculturedish60×15
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mm6'7》(cultu「edish)に1mlず つ分注し,FC-20

を4mlず つ加え,コ ロニー形成法によって細胞生残

率を算定した.こ の細胞生残率曲線より,42℃ お よ

び43C。 において細胞生残率を20%も しくは50%低 下

させるために必要な加温時間を,そ れぞれIT20(20

%inhibitiontime)お よびIT50と して算出した・

3.各 種抗癌剤の殺細胞効果

KK・47細 胞を300細 胞/mlの 濃度に調整し,こ れ

を5m1ず つポリェチレン製短試験管に分注後,各 種

濃度の抗癌剤を加え,37℃ で2時 間恒温水槽に浸し

て薬剤接触を行った.抗 癌剤処理後は2,000rpmで3

分間遠心 し上澄を除去し,FC-20,5m1に て再浮遊さ

せ,コ ロニー形成法により細胞生残率を求めた.

4.温 熱および抗癌剤併用による殺細胞効果

37。Cに おける抗癌剤処理群を対 照として,42℃

におけるIT20,お よび43℃ におけるIT20とIT-

50に 相当する温熱を抗癌剤処理開始直後に付加した・

温熱処理後は37℃ 恒温槽に戻し,抗 癌剤処理時間の

合計が2時 間となるようにした.
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1.細 胞 の温 熱 感 受性

種 々の時 間 にわ た り温 熱 処理 され たKK-47細 胞

よ り得 られ た細 胞 生 残 率 曲線 はFig.1に 示 す とお り

で,42。Cと43。Cの 間 で 著 明な 殺細 胞 効果 の差 が 認

め られ た.す な わ ち43。Cに お け る温 熱 処 理 時 間 が

30,60,90お よび120分 の場 合 の 細 胞生 残 率は それ ぞ

れ69.3,26.9,12.9,お よび6.2%で あ った.す な わ

ち43℃ 温 熱処 理 に おい て は,処 理 時間 が30分 を 経 過

す る と片 対 数 グ ラフ上 で直 線的 な細 胞生 残 率 の低 下 が

認 め られ た.一 方,42。C処 理時 の細 胞生 残 率 は温 熱処

理 時 間が30,60,90お よび120分 の時,そ れ ぞれ91.1,

68.7,64.1お よび61.1%で あ り,60分 以 上 の加 温 時 間

に お け る細 胞生 残 率 の低 下 は緩 徐 とな った.以 上 の結

果 よ り,42℃ に お け るIT20は41分 で あ り,43。C

に お け るIT20とIT50は そ れ ぞれ22分 お よび41分

とな った(Fig.1),

2.細 胞 の各 種 抗 癌剤 に対 す る感 受性

各 種濃 度 のADMお よ びPEP処 理 後 のKK47

細 胞 の生 残 率 曲線 を そ れ ぞれFig.2お よびFig.3

に示 す.こ れ らの 生残 率 曲 線か ら,各 抗 癌 剤 の2時 間

処 理 に よ り細 胞 生 残 率を20%も しくは50%抑 制 す る た

め に必 要 な 抗癌 剤 濃 度を そ れ ぞれID20(20%inhi.

bitiondose)お よびID50と して 算 出 し,Table1

に一 括 表 示 す る.

3.温 熱および抗癌剤併用による殺細胞効果
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Fig.1.SurvivalcurvesofKK-47cellsheated

at42and43。Cforvariouslengthsof

time.

TableI. ID20andID500fKK-47cells

aftera2,hourdrugexposure.

DrugID201D50⊂ug'm巳 ⊃

ADM1.6.16匿24.1.1σ2
-2fl

PEP4.OxlO1.910

1

0,5

至

§

至
雪
000.1

臥05

0,01

鴨→
●ADM●lo開

oADMO恥o● 曾4atb

`AOMOrr20e電 娩

a《cu◆rrSO
at4ste

0・0060・0¶0・020・050 .で

ADMcane,Ntr.㎞{μWml}

Fig.2.SurvivalcurvesofKK47cellsafterthe

simultaneoustreatment、vithADMand

hyperthermia(IT200rIT50)at420r

43℃.
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Fig.3.SurvivalcurvesofKK-47ce11safterthe

simultaneoustreatmentwithPEPand

hyperthermia(IT200rIT50)at420r

43℃.

温熱および各種抗癌剤併用による細胞生残率曲線を

Fig.2お よびFig.3に 示す.ADMに おいては温

熱を付加す ることに より,抗 癌剤濃度が0.02μg/ml

以下 の場合には濃度に比例した殺細胞効果の増大が認

められたが,抗 癌剤濃度が0.05μglml以 上に上昇す

ると抗癌剤単独群との殺細胞効果の差は減少した.

PEP単 独処理時にはFig.3に 示すごとく,2～

3相 性の上方に凹な細胞生残率曲線が得られた.ま た

温熱の併用時には,細 胞生残率曲線は軽度の傾き増加

を伴う殺細胞効果の増大が認められた.

考 察

癌 化 学療 法 時 の有 効 薬 剤 選 択 の方 法 に は,isotope

uptakeを 指 標 とす る試 験8),tumorstemcellas-

say9),subrenalcapsuleassaylo),nudemouse移 植

癌 を用 い るinviVO試 験11)な ど 多 く の 抗癌 剤 感 受 性

試験 方 法 が試 み られ 各 々の試 験方 法 に つ いて,そ の特

徴 が論ぜ られ て きた.わ れ われ はKK-47が50～60

%と い う比較 的 良好 なplatingeH「iciencyを 示 す こ

と,一 定 した 安定 な 発 育を 示 す こ と な ど コ ロニ ー形成

法 の必須 条 件 を満 た す こ とよ り,こ の方法 を用 い て 各

種 抗癌 剤 に 対 す るKK-47細 胞 の 感 受 性 を 検 討 し

た12》.

最 近,癌 集学 的 治療 法 の一 つ と して温 熱 療法 が 注 目

され,そ の治 療成 績 が 報告 され るに至 った13・14).わ れ

われも泌尿性器癌に対し高周波による局所深部加温療

法を試みてきた15・16).この温熱療法単独の治療成績に

は限界があることより,そ の効果増強を目ざして放射

線照射や抗癌剤を併用することは極めて重要なことと

考えられる.し かし,温 熱療法が主として放射線との

併用療法の一つとして研究されてきたことも一因 して,

温熱併用化学療法に関する研究は比較的少ない1?).今

回われわれは,臨 床面で温熱療法と高頻度に併用され,

その有用性が報告されてきたADM,PEPの2剤 に

つぎ,ヒ ト膀胱癌由来培養細胞KK・47細 胞 を用い

て,そ の薬剤感受性および温熱との併用殺細胞効果を

コロニー形成法を用いて検討した.

その結果,ADM単 独では,濃 度依存性に指数関

数的な細胞生残率の低下が認められた.こ れに温熱を

併用すると,ADM濃 度が0.02μ9/m1以 下の場合に

は,濃 度に比例した殺細胞効果の増大が認められた

が,43。CのIT50値 の温熱の併用群においては,抗

癌剤濃度の上昇とともに抗癌剤単独群との殺細胞効

果の差は減少する傾向を示した.こ の所見はinvitro

の実験系においては,温 熱はADM感 受性を増加さ

せないという報告18)と矛盾しないもので,温 熱療法と

ADMと の併用時には両老の処理順序,お よび間隔,

薬 剤濃度などについての検討が必要と思われた.

一方
,PEPを 用 いた実験群においては,PEP単

独 では細胞生残率曲線上,2～3相 性の上方に凹のカ

ーブを示した.PEPは,bleomycinの 誘導体である

が19),こ のblcomycinに おける細胞生残率はTera-

shimaら20)に よ り詳細に研究されている.そ れによ

るとbleomycin処 理後の細胞生残率曲線にみられる

2相 性はこの薬剤によって細胞に誘導される抵抗性に

起因するものと説明されている.わ れわれの実験系で

は,PEPに 温熱を併用することにより,細 胞生残率

曲線上の軽度の傾きの増大が認められ,そ の傾きの増

大はPEP濃 度が高くなるほど著明となったこ とよ

り,こ れは温熱に よるPEP殺 細胞効果の増大であ

り,従 来の報告21)と矛盾しない所見と考えられた.以

上,ADMお よびPEPの2剤 に つき,そ の薬剤感

受性および温熱との併用殺細胞効果に関して検討した

が,こ れらはinvitroで の実験成績であり,こ れら

の成績が必ず しも臨床で再現されるとは限らず,今 後

はさらにinvivoで の種々の検討を加え,臨 床に応

用される必要があるものと考えられた.

結 語

ヒ ト膀 胱 癌 由 来培 養 細 胞KK-47を 用 い,invitro

に お け るadriamycinお よびpeplomycinの 殺細 胞
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効果,42℃ もしくは43℃ 温熱の併用による殺細胞

効果を検討し,以 下の結果を得た.

1.こ の細胞の生残率を20%も しくは50%阻 止する

ために必要な加温時間をIT20,お よびIT50と した

場合に,42℃IT20,43℃IT20,お よび43℃IT50

値はそれぞれ41,22,41分 であった.

2.Adriamycin単 独では細胞生残率曲線上,濃 度

依存性に細胞生残率の低下が認められ,温 熱を併用し

た場合には抗癌剤濃度が0.02μ9/ml以 下 の場合には

殺細胞効果の増大が認められたが,抗 癌剤濃度がO.05

μg/ml以 上の場合には,抗 癌剤単独群との殺細胞効

果の差は減少した.

3・Peplomycinは 細胞生残率曲線上,上 に凹の2

～3相 性のカーブを示 し,温 熱の併用では細胞生残率

曲線上での軽度の傾きの増大が認められた,

本論文の要 旨は第11回 制癌問題研究会(1986年11月22日,

金 沢市)お よび第75回 日本泌尿器科学会総会(1987年5月14

日,新 潟市)で 発表 した,こ の研究の一部 は文部省科学研究

費補 助金(課 題番 号58010035,加 納班),お よび厚生省がん

研究助成金(課 題番号59/5,松 田班)の 補 助を受けた もの

で,付 記 して謝意 を表す る.
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